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Abstract 
Introduction 

La classification moleculaire des cancers du sein basee sur I'expression genique puis sur le profil proteique a permis de distinguer cinq groupes 
moleculaires: luminal A, luminal B, Her2/neu, basal-like et non-classees. L'objectif de cette etude realisee au CHU Hassan II de Fes est de classer 
335 cancers du sein infiltrant en groupes moleculaires, puis de les correler avec les caracteristiques clinicopathologiques. 
Methodes 

Etude retrospective etalee sur 45 mois, comportant 335 patientes colligees au CHU pour le diagnostic et le suivi. Les tumeurs sont analysees 
histologiquement et classees apres une etude immunohistochimique en groupes: luminal A, luminal B, Her2+, basal-like et non-classees. 
Resultats 

54.3% des tumeurs sont du groupe luminal A, 16% luminal B, 11.3% Her2+, 11.3% basal-like et 7% non-classees. Le groupe luminal A renferme 
le plus faible taux de grade III, d'emboles vasculaires ainsi que de metastases ; alors que le groupe des non-classees et basal-like represented un 
taux eleve de grade III, une faible proportion d'emboles vasculaires et d'envahissement ganglionnaire. Ces facteurs sont significativement eleves 
dans les groupes luminal B et Her2+ avec un taux de survie globale de 78% et 76% respectivement. Dans le groupe luminal A, la survie globale 
des patientes est elevee (87%) alors qu'elle n'est que de 49% dans le groupe des triples negatifs (basal-like et non-classes). 
Conclusion 

Le groupe luminal B est different du luminal A et il est de pronostic pejoratif vis a vis du groupe Her2+. Les caracteristiques clinicopathologiques 
concordent avec le profil moleculaire done devraient etre pris en consideration comme facteurs pronostiques. 
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Introduction 



Le cancer du sein est le premier cancer de la femme. II est responsable de 11000 deces par an et il reste jusqu'a I'heure actuelle un probleme de 
sante publique particulierement pour la femme jeune, moins de 35 ans, ou il est agressif [1]. Cependant, la strategie therapeutique de nos jours 
s'est amelioree grace a ('utilisation des traitements adjuvants qui ont permis de reduire au maximum le risque de recidives [2] et le taux de 
mortalite ainsi la survie globale a 10 ans est augmenr.ee (atteint 70%) [3]. Ces nouveaux traitements ont egalement augmente la difficulty de 
determiner avec precision le traitement adequat qui changera le pronostic. Pour remedier a ce probleme, Perou-Sorlie et d'autres auteurs [4-8] ont 
analyse I'expression genique des tumeurs mammaires par microarray et ont pu mettre en evidence cinq groupes moleculaires : luminal A, luminal 
B, basal-like, Her2/neu (surexpression du Her2) et le groupe normal-like. Ce dernier fut ecarte car il est artefactuel et correspond a des tumeurs 
contaminees par un tissu mammaire sain [8]. Cependant, les analyses par microarray n'est pas toujours possible vu leur cout et les difficultes 
techniques pour realiser ces analyses. Pour resoudre ce probleme plusieurs auteurs ont demontre que l'immunohistochimie peut servir de 
surrogate au microarray pour definir les sous types moleculaires de la classification intrinseque [9-13]. Ainsi, Carey [9], Cheang [10] et d'autres 
auteurs [11-13] ont ensuite reproduit par immunohistochimie I'expression proteique des tumeurs mammaires, en se basant sur I'expression des 
recepteurs oestrogeniques (RE), progesteroniques (RP), facteur de croissance Her2 , Ki-67 et d'autres biomarqueurs tels les cytokeratines de haut 
et de bas poids moleculaires (CK8 /18, CK5/6 etc.). Ces auteurs ont ainsi mis en evidence le groupe moleculaire des non-classes (tumeurs 
negatives a tous les biomarqueurs) a cote des groupes luminal A, luminal B, Her2/neu et basal-like. Le groupe des tumeurs luminal B se distingue 
des tumeurs luminal A par une forte proliferation mitotique detectee par I'anticorps Ki-67 [10]. 

L'objectif de cette etude, realisee pour la premiere fois au Maroc, est de classer les carcinomes mammaires infiltrants colliges au CHU Hassan II de 
Fes selon le profil proteique des tumeurs en groupes moleculaires, puis de correler ces derniers aux caracteristiques clinico-pathologiques des 
tumeurs. 

Methodes 



II s'agit d'une etude retrospective etalee sur 45 mois (a partir de janvier 2007), comportant 335 patientes atteintes d'un carcinome infiltrant du 
sein et recrutees au CHU Hassan II de Fes au Maroc pour le diagnostic et le suivi. L'etude est realisee sur des prelevements biopsiques et des 
pieces operatoires fixes dans le formol a 10% et inclus en paraffine. Les tumeurs de ces patientes sont analysees histologiquement et gradees 
selon le systeme de Scarff, Bloom et Richardson (SBR) [14,15]. L'analyse interesse les variables suivantes : age, taille tumorale, grade histologique 
SBR, envahissement ganglionnaire, metastases a distance, statut RE/RP/Her2. 



Page number not for citation purposes 2 



Etude immunohistochimique (IHC) 



Les tumeurs sont classees en cinq groupes moleculaires en se basant sur les resultats immunohistochimiques: luminal A (ER+ et/ou PR+, Her2- , 
CK8/18+ et Ki-67 ' 14%), luminal B (ER+ et/ou PR+, Her2+, CK8/18+ et Ki-67 > 14%), Her2+ (ER-, PR-, Her2+), basal-like (ER-, PR-, Her2-, CK 
5/6+ et/ou EGFR+) et non-classes (ER, PR-, Her2-, CK 5/6- et EGFR-). 

La technique est realisee avec I'appareil Ventana Benchmark® XT en mode semi-automatique et les anticorps utilises sont dilues au V2 : RE (clone 
ER1D5) ; RP (clone PR10A9) ; CK5/6 (clone D5/16B4) ; CK8/18 (clone 5D3) ; EGFR (clone 3C6) et Her2/neu (HercepTest), Ki-67 (clone MBI-1). 

L'expression des recepteurs hormonaux est evaluee en pourcentage du marquage nucleaire des cellules tumorales et un pourcentage de plus de 
10% est considere comme positif. L'expression du Her2/neu est evaluee selon le protocole du Kit HercepTest, Dako et les resultats sont exprimes 
en score selon les recommandations de I'ASCO [16]. Les tumeurs sont positives pour les marqueurs cytokeratines (CK5/6 et CK8/18) quand on a 
plus de 5% de cellules marquees. Pour I'EGFR, le seuil de positivite est de 10 % de cellules marquees. Les tumeurs avec un ki-67> 14% sont 
considerees des tumeurs proliferatives. 

Hybridation fluorescente in situ (FISH) 

Le protocole Vysis avec le kit PathVysion HER2 DNA Probe (Vysis ; Abbott) est utilise dans revaluation d'expression du gene Her2 score 2 selon les 
recommandations de I'ASCO [16].Une double lecture est effectuee pour chaque lame et les cas considered amplifies montrent un ratio HER2/ 
Chrl7 > 2,2 

Analyse statistique 

Les donnees cliniques et biologiques sont traitees en collaboration avec le service d'oncologie medicale. Ces donnees sont recueillies, codees, 
saisies sur Microsoft office Excel 2003, puis analysees au moyen du logiciel Epi-Info' Version 3.4. La difference entre les differents groupes est 
examinee a I'aide du test de Chi-2 ou le test exact de Fisher. Les taux de survie globale (OS) et de survie sans progression (PFS) sont analyses 
avec la methode de Kaplan-Meier. Le test log-rank est utilise pour comparer les differents groupes. La difference statistique est considered 
significative lorsque le p < 0,05. 
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Res u I tats 



L'etude a porte sur 335 patientes atteintes d'un carcinome mammaire invasif, recrutees au CHU de Fes entre janvier 2007 et septembre 2010. La 
population de cette region est caracterisee par un age jeune, avec un age median de 45 ans, et des extremes allant de 18 a 82 ans. 17% des 
patientes ont moins de 35 ans (Tableau 1). 

L'etude clinico-pathologique a montre que le diagnostic du cancer du sein dans cette region est tardif, puisque la taille moyenne des tumeurs est 
de 3,8±2,6 cm avec 74% des cas qui ont une taille superieure a 2 cm (T2 et T3). Le nombre des tumeurs grade histologique II et III est eleve 
(55.3% et 30.4% respectivement) (Tableau 1). Le type histologique predominant des tumeurs est le carcinome canalaire infiltrant dans 88% des 
cas, suivi du carcinome lobulaire infiltrant (3,9%), puis le carcinome metaplasique (2,7%) et le carcinome medullaire (2,4%). Les autres types 
histologiques sont plus rares. 

L'envahissement ganglionnaire est determine uniquement pour 263 patientes vu que les patientes metastatiques ont beneficie soit d'une 
mastectomie de proprete sans curage ganglionnaire soit d'une biopsie. 

Le statut metastatique n'est disponible que pour 216 patientes vu le cout et la non disponibilite de la scintigraphic osseuse dans notre formation 
durant la periode d 'etude. 

64.6% des patientes presentent un envahissement ganglionnaire et 26.4% ont developpe des metastases a distance (Tableau 1). 

Par ailleurs, l'etude immunohistochimique a revele que 55.5% des tumeurs sont RE positif, 64.5% sont RP positif et 27.5% sont Her2 positif. A 
I'issu de ces resultats et selon la nouvelle classification moleculaire, 54.3% des tumeurs sont du groupe luminal A, 16% sont luminal B, 11.3% sont 
Her2+, 11.3% sont basal-like et 7% sont non-classees (negatives pour tous les biomarqueurs utilises). 

La difference d'age n'est pas significative chez les patientes des differents groupes moleculaires. 

La taille tumorale est superieure a 3.5 cm (p=0,43) avec plus de74% des cas qui ont une taille superieure a 2 cm (T2 et T3) (Tableau 1), cela 
quelque soit le groupe moleculaire. 
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En correlant le type moleculaire des tumeurs avec le grade histologique ; le groupe luminal A renferme le plus haut taux du grade histologique I 
(18.8%) et le plus faible taux du grade histologique III (24.3%), alors que les tumeurs non-classees et basal-like ont un taux eleve de grade 
histologique III (52.2% et 42% respectivement), une faible proportion de grade I (inferieure a 5.3%) (p=0,036) et egalement une faible presence 
d'emboles vasculaires (26%, p=0,31)) (Tableau 2). Par ailleurs, il est a noter que I'envahissement ganglionnaire est plus eleve dans les deux 
groupes moleculaires luminal B et Her2+ (73.9% et 66.7% respectivement) ; alors qu'il est relativement faible dans le basal-like et les non-classes 
(55.6% et 60% respectivement, p=0,59) (Tableau 3). Concernant la diffusion metastatique a distance, il n'y a pas de difference significative entre 
les groupes moleculaires mis a part le groupe des non-classees ou le taux de metastases est eleve (45.5%), alors que le groupe du luminal A 
renferme la plus faible proportion des metastases (22.9%) (p= 0,67) (Tableau 3). 

Le traitement et le suivi medical des patientes etaient faits dans le service d'oncologie medical du CHU qui est devenu operationnel courant I'annee 
2007. Ainsi, 11% des patientes ont beneficie d'un traitement chirurgical seul et 28% des cas ont beneficie d'une chimiotherapie neoadujuvante. La 
chimiotherapie adjuvante est administree pour 61% des cas comme suite : Chirurgie associee a une chimiotherapie adjuvante pour 36% des cas, 
chirurgie associee a une chimiotherapie et radiotherapie adjuvante pour 28% des cas, chirurgie associee a une chimiotherapie-radiotherapie- 
hormonotherapie adjuvante pour 22% des cas, chirurgie associee a une chimiotherapie-hormonotherapie adjuvante pour 14% des cas. La 
chimiotherapie utilisee est a base d'anthracyclines (protocole AC60, FEC 100 et /ou taxanes (docetaxel)). Pour I'hormonotherapie, la majorite des 
patientes ont recu Tamoxifene et peu de patientes menopausees ont regu des anti-aromatases vu le cout de ces derniers. 

L'estimation de la survie globale et de la survie sans progression sont realisees sur realisees sur 181 patientes pour une periode de trois ans. Les 
resultats obtenus ont montre que 3% des patientes sont decedees et 11% ont recidive. 

Le taux de survie sans progression a 3 ans differe significativement (P =0.002) entre le groupe moleculaire luminal A (59%) et les autres groupes : 
luminal B (41%), Her2+ (38%) et triples negatifs (39%) (Figure 1) par contre le taux de survie globale a 3 ans differe significativement d'un 
groupe moleculaire a un autre (p =0.0422) ; il est de 88% pour le groupe luminal A, 77% pour le groupe luminal B, 75% pour le groupe Her2+ et 
49% pour le groupe des triples negatifs (Figure 2). 

Discussion 



Le cancer du sein est une maladie complexe et heterogene, associee a des facteurs cliniques, pathologiques et biologiques largement variables 
d'une population a une autre [9]. L'expression des recepteurs oestrogeniques (RE), progesteroniques (RP) et le facteur de croissance Her2 doit 
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imperativement etre determinee pour chaque tumeur du sein pour une selection des patientes en vue d'un bon choix therapeutique et d'une 
meilleure prise en charge. Dans cette etude, toutes les tumeurs ont ete analysees dans le laboratoire d'anatomie pathologique du CHU Hassan II, 
sont gradees selon le systeme SBR et classees en groupes moleculaires apres une etude IHC basee sur I'expression des RE, RP, Her2, ki-67, 
CK5/6, CK8/18 et EGFR. La population etudiee est jeune, avec un age median de 45 ans du meme ordre que celui retrouve dans la population 
jordanienne [17], la taille tumorale moyenne est tres elevee (3.8±2.6cm), les grades histologiques II et III sont importants (55.3% et 30.4% 
respectivement) et le statut ganglionnaire et metastatique est egalement eleve (46% et 26.4% respectivement). Nous precisons que ces valeurs 
statistiques sont d'abord discordantes avec ce qui a ete publie dans les pays occidentaux [9] et par ailleurs, temoignent d'un diagnostic tardif du 
cancer du sein au Maroc d'ou un depistage programme et precoce s'impose pour cette population. 

L'etude des profils proteiques par IHC a revele la presence de cinq groupes moleculaires dont le predominant est le groupe luminal A (54.3%) ce 
qui Concorde avec la litterature [18-19]. Ce groupe est suivi du luminal B (16%), Her2+ et basal-like avec 11.3% chacun puis le groupe des non- 
classees (7%). La prevalence des tumeurs basal-like dans cette etude (11.3%) est du meme ordre que chez les japonais (8%) [20] alors qu'elle 
est faible par rapport a ce qui a ete rapporte dans l'etude de Carey et al. [9] chez les femmes americaines (20%) et particulierement chez les afro- 
americaines (26%). Les tumeurs non-classees represented 37.7% de I'ensemble des triples negatifs et une prevalence de 7% comme groupe a 
part. Ces valeurs concordent avec la litterature [9, 20], mais different de l'etude menee en Arabie Saoudite ou la prevalence du groupe des non- 
classes estde 42.8% [21]. 

La difference d'age median entre les differents groupes moleculaires est non significative, par contre il y a une influence du statut menopausique 
sur les groupes Her2+ et luminal B ; resultat different de ce qui a ete observe dans l'etude de Carey et al. [9] ou les groupes basal-like et luminal 
A sont influences par le statut menopausique. La prevalence des groupes moleculaires est done vraisemblablement liee a I'origine de la patiente et 
au statut menopausique ce qui confirme egalement les travaux publies anterieurement [9,20,21]. 

Dans cette etude, la taille tumorale est elevee quelque soit le groupe moleculaire, et ce facteur clinique conditionnerait la survenue de metastases 
et le taux de survie globale des patientes [22]. Ainsi, l'etude de Tabar et al [23] a montre que le taux de survie a 10 ans variait en fonction de la 
taille tumorale, il etait de 65 et de 50% pour des tumeurs T2 et T3 respectivement. Par ailleurs, le groupe moleculaire luminal A, dans cette etude, 
s'associe avec la plus faible proportion de grade histologique III et d'emboles vasculaires, cela Concorde avec les donnees de la litterature [9,18], 
et ce groupe est considere de bon pronostic pour la population etudiee. Ainsi, le taux de survie globale a 3 ans des patientes etudiees de ce 
groupe est le plus eleve (88%). Les autres groupes moleculaires presentment des particularit.es differentes les uns des autres : le groupe luminal B 
est correle a un pourcentage eleve d'emboles vasculaires (44.4%) et d'envahissement ganglionnaire (73.9%), puis le groupe Her2+ s'associe a un 
taux eleve de grade histologique III (39.5%), d'emboles vasculaires (42.1%) et d'envahissement ganglionnaire (66.7%). Les tumeurs non-classees 
sont particulierement agressives avec un taux eleve de grade histologique III (52.2%) et d'envahissement ganglionnaire (60%). Cependant, les 
tumeurs basal-like ne se retrouvent correlees qu'avec une proportion relativement elevee de grade histologique III (42%). Ces resultats montrent 
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une correlation etroite entre les groupes moleculaires luminal B et Her2+ avec I'envahissement ganglionnaire ce qui n'est pas le cas avec le groupe 
basal-like, cela est concordant avec les travaux de Carey et al. [9]. 

Etant donne que I'effectif des tumeurs non-classees dans la population etudiee est tres faible (12 patientes) par rapport aux autres groupes 
moleculaires, il est interessant de regrouper les tumeurs basal-like et les tumeurs non-classees en un seul groupe «triples negatifs » pour une 
meilleure interpretation des resultats. Ainsi, le groupe des triples negatifs se caracterise par une taille tumorale elevee (4.45 cm), une proportion 
elevee de grade histologique III (46%) et egalement une frequence importante de metastases viscerales ce qui explique la frequence relativement 
basse d'envahissement ganglionnaire par rapport aux autres groupes moleculaires. Durant une periode de 3 ans, le taux de survie globale des 
patientes de ce groupe est significativement plus bas que celui des patientes du groupe luminal A (p =0.002). 

Les tumeurs du groupe luminal B dans notre contexte sembleraient avoir un pronostic plus pejoratif que les tumeurs Her2+. En effet, la taille 
tumorale est legerement plus importante dans le luminal B (3.9 versus 3.5 cm), le pourcentage des emboles vasculaires est sensiblement plus 
eleve (44.4% versus 42.1%), I'envahissement ganglionnaire est augmente (73.9% versus 66.7%) et la diffusion metastatique a distance est plus 
importante (30.8% versus 26.3%). Cependant, les donnees de la survie globale a 3 ans n'ont pas revele de difference significative entre ces deux 
groupes moleculaires, ceci pourrait etre biaise par I'effectif peu important des patientes etudiees et par le faible nombre de mois du suivi medical. 

La rechute metastatique dans les differents groupes moleculaires ne peut etre evaluee que si on connait la duree de sa survenue, ce qui est tres 
rare puisque plus de 70% des patientes de cette region consultent avec une taille tumorale elevee (superieure a 2 cm) associee a un 
envahissement ganglionnaire et parfois a des metastases a distance ce qui temoignent d'un stade avance des tumeurs. 

Conclusion 



La determination des groupes moleculaires est actuellement indispensable pour une meilleure strategie therapeutique des patientes selon le profil 
genique ou proteique des tumeurs. L'lHC peut servir de surrogate au microarray pour definir les sous types moleculaires. Le groupe luminal B est 
different du groupe luminal A et de pronostic pejoratif vis-a-vis du groupe Her2+. L'agressivite de ces deux groupes moleculaires sera realisee en 
estimant la duree de survie sur un minimum de cinq ans et la survie globale sur un effectif de patientes plus important, de meme il serait 
interessant d'etudier I'expression genique des deux groupes luminaux. Par ailleurs, le groupe des triples negatifs est d'agressivite significativement 
elevee par rapport aux autres groupes moleculaires. Dans cette etude, il faudrait prendre egalement en consideration la taille tumorale, I'age, le 
grade histologique et le profil moleculaire puisqu'ils concordent avec les facteurs pronostiques de rechute locoregionale apres traitement 
chirurgical. 
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Tableau 1: Description generale de la population 


Ca racteristiques 


Nombre de cas (%) 


Age median (ans) 


45 


Age 


57 


17% 


< 35 ans 


57 


17% 


> 35 ans 


278 


83% 


Taille tumorale ± SD (cm) 


3,8 +/- 2,6 


Taille tumorale 






< 2 cm 


Q~7 

Of 


ZD 70 


> 2 cm 




"7/1 0/ 


Grade histologique SBR 






T 
1 


Ho 


1 A "20/~ 
1H.O70 


TT 
11 


185 


55.3% 


TTT 
111 


102 


30.4% 


Envahissement ganglionnaires (N) 






NU 


93 


35,4% 




170 


64,6% 


Statut metastatique 






MO 


159 


73,6% 


Ml 


57 


26,4% 


ER positive 


186 


55,5% 


PR positive 


216 


64,5% 


Her2 positive 


92 


27,5% 
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Tableau 2 : Prevalence des sous types moleculaires et leurs caracteristiques 


Caracteristiques 


Tous les Cases 


Luminal A 


Luminal B 


Her2+ 


Basal-like 


non-classee 


P- value 


Nombres des cases (%) 


335 


182 54,3% 


54 16% 


38 11,3% 


38 11,3% 


23 7% 




Age median 




45 


44 


44 


46 


43 




Taille tumorale moyenne (cm) 




3,6+/-2,5 


3,9+/-2,l 


3,5+/-2 


V+/-3 


3,7+/-3,7 


0,437* 


Statut 














0,510 


pre-menopause 


181 54% 


92 50,5% 


33 59% 


23 60,5% 


19 50% 


15 65% 


post-menopause 


154 46% 


90 49,5% 


22 41% 


15 39,5% 


19 50% 


8 35% 


Garde SBR 














0,0365 


I 


48 14,3% 


34 18,8% 


7 13% 


5 13,2% 


2 5,3% 


0 0% 


II 


185 55,3% 


104 57% 


32 59,2% 


18 47,4% 


20 52,7% 


11 47,8% 


III 


102 30,4% 


44 24,2% 


15 27,8% 


15 39,5% 


16 42% 


12 52,2% 


Emboles vasculaires 














0,3107 


Absence 


210 62,7% 


113 62,1% 


30 55,6% 


22 57,9% 


28 73,7% 


17 73,9% 


Presence 


125 37,3% 


69 37,9% 


24 44,4% 


16 42,1% 


10 26,3% 


6 26,1% 


* test exact de Fisher 
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Tableau 3 : Statut ganglionnaire et metastatique dans 4 groupes moleculaires 




Tous les Cases 


Luminal A 


Luminal B 


Her2+ 


Triple negatifs 


P- value 


Statut N 












0,593 


NO 


93 35,4% 


53 36,6% 


12 26,1% 


10 33,3% 


18 42,8% 


N+ 


170 64,6% 


92 63,4% 


34 73,9% 


20 66,7% 


24 57,2% 


Statut metastatique 












0,677 


MO 


159 73,6% 


91 77,1% 


27 69,2% 


14 73,7% 


27 67,5% 


Ml 


57 26,4% 


27 22,9% 


12 30,8% 


5 26,3% 


13 32,5% 




Figure 1: La survie sans progression a 3 ans (p=0,002; test Log-Rank) 
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Figure 2: La survie globale a 3 ans (p=0,042; test Log-Rank) 
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